











































分にある ribonucleoproteinperticleにあることが見いだされた 1955年の Littlefield
らによる報告から、リボソーム及び翻訳機構の研究が始まったと 言える。リボ
ソームそのものの研究でタンパク質構成や即ぜA構成を解明する努ノJが為されて
いくのと平行して、翻訳機構の研究で tRNA (Hoagland et札， 1958)やmRNA
(Brenner et al.， 1961)が発見されてきた。分子生物学の基礎となる遺伝暗号の角卒読







する知見は、僅かなものに限られている(総説、 Greenand Noller， 1997)。翻訳
終結のメカニズムとそこに働く因子に関して、次々と新事実が明らかにされて
いる(例、梶 1999;Ito and Nakamura， 2000)。また、最近新たに二つの翻訳因





















( ¥ に大別される 。典型的な原核生物型リボソームである大腸菌リボソームは、沈












Wool et al.， 1995)。真核生物の細胞質に存在するリボソームがこれに属する。
2 )リボソームの構造と機能
電子顕微鏡による観察により 、リボソームの漠然とした外観が 100入の解像




明らかにされている (Cateet札，1999;Clemons Jretal.， 1999;Ban etal.， 1999)。
また、リボソームに結合させた抗体を電子顕微鏡によって観察し、リボソーム
表面のタンパク質の位置を直接同定する方法も使われてきた(例、 Stりff1er-





ある (Lamborgand Zamecnik， 1960; Tissieres et al.， 1960)、さ らにその後、 合成し
た po1y(U)を鋳型として po1ypheny1a1anineを合成する系が開発された (Nirenberg
and Matthaei， 1961; Gi1bert， 1963a)。この手法は、遺伝暗号表の完成に大きく 貢献
したこと以外に、リボソーム及び籾訳段階の研究そのものをも発展させるもの
であった。例えば、tRNAの結合部位が50S側にあること (Gilbert，1963b)、mRNA





る方法が、30S亜粒子については Nomura等のグループにより (Trauband Nomura 
1968; Mizushima and Nomura， 1970; Nomura and He1d， 1974)、50S亜粒子について


















るribozymeの発見(Krugeret al.， 1982)などから、 1980年代を境に rRNAが活性
的位の候補としてあがるようになった。ほとんどのタンパク 質を排除、または
失活させた状態で、 PTase活性が見られたとする Noller等による報告(1992)が、





ムタンパク質 L2の His残基を 1カ所Alaに変えるだけで PTase活性が失われる























た命名法が取られていた(例、Trautet al， 1967; Moore et al.， 1968; Hardy et al.， 1969)0 
全構成タンパク質の解明には、タンパク 質の分離技術と 、同定技術の向上を待
たざるを得なかった。現在の一次元電気泳動法の標準となっている、 Laemmliに
よる高分解能の l次元 SDS-PAGE法が報告されたのと同じ 1970年、 Kaltschmidt
とWittmannは、リボソームタンパク質の分離分析を目的として、 2次元ポリア












たradica1-freand highly 印ducing(RFHR)法を開発し (Wada，1986a)、同時に、
新たな 3種の大腸菌リボソームタンパク質 L35、L36、S22とリボソーム結合因
子RMFを報告した (Wada，1986b; Wada et al.， 1990)。さらに最近、このうちの
一つ S22が、大腸l若で定常期特異的にリボソームに結合することも報告された



























































ームが翻訳活性を有することも観察されている (Leeand Evans， 1971)。葉緑体
リボソームのタンパク質情成に関してはこれまで、ユーグレナ (Freyssinetand 
Schiff， 1974)、ホウレンソウ (Macheet al.， 1980~ Dorne et al.， 1984)、タノてコ (Capel



















ウで 2つ (Gantt，1988)、ホウレンソウで 3つ (Zhouet al.， 1989~ Carol et al.， 1991 ~ 







































台されている(Ali-Azamet al.， 1999) 0 RNAポリメラーゼの構山こも変化が見ら
れる o RNAポリメラーゼのホロ酵素は、 α、/fサブユニッ トからなるコア酵素
と、プロモーターを認識する σファクターからなる。現在大腸菌で 7種の σフ
ァクターが確認されており、このうち σ70が対数増殖期の主要な σ因子として、
その時期の大部分の転写開始に関与していると考えられている。 しかし定常期
になると、この比率が下がると共に σ38または σS と呼ばれる σ因子が増加す
る事が観察され得ている (Jishageand Ishihama， 1995)。この σ因子は多くの定
常期特異的なタンパク質の発現に関与していることが判っている (L加 geand 
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ことが判っている(総説、 Zengeland Lindahl， 1994、Gourseet al.， 1996)。タンパ
ク質構成の変化では、 L12遺伝子産物と、同じ遺伝子産物の N 末端がアセチル
化された L7との篭比の変化が知られている。これらはリボソーム l粒子中、ム
わせて 4コピー存在するが、対数増殖期では L12が多いのに対し、定常期では
ほとんどが、アセチル化された L7になる (Ramagopal，S & Subran1anian， 1975 
Ran1agopa11976) 0 L7/L12は、翻訳における伸長因子との関与が知られている








れには、塩基性低分子タンパク質であるリボ、ソーム riboson1emodulation factor; 














用いた研究が、 Neidhardt等のグループ(例、VanBogelenet al.， 1999)や、 Church
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(Kannangara et al.， 1977)。オオムギの葉を bufferA (0.4 M sorbitol、6mM 2-
mercaptoethanol、25mM Tris-HC1、pH7.5)中でブレンダーにより 10-20秒破砕
し、ナイロンメッシュでj慮、過したo7M長液を 3，000x gで 10分間遠心して得たペレ
ットを bufferAに懸濁した。!怒濁液を 25%Ludox-AMに上層し、5，000x gで 10
分間遠心して、無傷プラスチドをペレットとして得た。Ludox-AMを除く目的で
ペレットを bufferAに懸濁し、 3，000x gで 10分間遠心して再びペレ ットにした。
ここに 2倍量の bufferB (25 mM KCl、10mMMgC12、6mM 2-mercaptoethanol、
25 mM Tris-HC1、pH7.5) を加えて懸濁し、さらにグラスホモジナイザーをイ吏





る画分を回収し、 buffer Bで調製した1.0mlの40%ショ糖ク ッションに仁回し
て、 110，000x gで5時間遠心して得たペレ ットをプラスチド リボソームとした。
また、リボソームの高塩濃度処理は、ショ糖密度勾配遠心後、 70Sモノソームに
当たる画分に対して行った。KClを終濃度 0.5M になるように加え 30分間室温
で撹祥した後、 10，000x gで 10分間遠心したと清を bufferC (0.5 M KCl、10mM
MgC12、6mM 2-mercaptoethanol、25mM Tris-HCL pH 7.5) で調製した1.0凶の




分に対して KClを終濃度 0.5Mになるように加えて 30分間 40Cで撹J下した後、
10，000 x gで 10分間遠心した上清を、 buffer Cで調製した 10-40%ショ糖密度








r. の I-lCでラベルした glucoseを加えた。菌体は 10，000x g、10分間の遠心により
ペレットとして得た。この菌体をほぼ等量の石英砂とともに乳鉢で 2分間すり
つぶした。ここに bufferC (100 mM NH-lAc、10mM Mg(Ac)っ、10mM Tris-HCl、






高塩濃度 buffer (1 M NH-lAc、10mM Mg(Ac)2、10mM Tris-HCl、6mM 2-
mercaptoethanol、pH7.5)に懸濁し、40C、30分間撹持した後、 10，000x g、10分







時に得られた上清を centricon3 (amicon) を用いて濃縮し、 S100画分として活性
測定の反応液に加えた。反応液 (50μ1)は、 30mM Tris-HCl (pH 7.5)、100mM KCl、
14 mM Mg(Ac)2、 1mM dithiothreitol、 1mM ATP、0.4mM GTP、4 mM 
phosphoenolpyruvate、5μgpyr印uvat低ekinase (但Boωehri氾ge釘r
O.之24A260 nm unitの大腸菌リボボ、ソ一ム またはフプ。ラスチドリボボ、ソ一ム、およそ40μg
の夕ンパク質を含む S幻10∞O画分、 5nM phenylalanine、I-lCでラベルされた 1.85kBq 
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RFHR法による 電気泳動後、ゲル中のタンパク 質を染色せずに 、
polyvinylidene difluoride (PVDF)膜に electroblotし、この膜を CoomassieBrilliant Blue 






























によって染色した後、デンシトメーター PD110(Mo1ecular Dynan1ics Co.)により
リボソームタンパク質のスポットの濃さ (ID) を測定した。その後、測定した
スポットにあたる領域を剃ノJでゲル片として切り出し、 0.5凶のゲル溶解液






























































濃度が上昇すると解離することが知られている (Zitomerand Flaks， 1972; Spe汀位za
et al.， 1980)。オオムギプラスチドリボソームの解離における KCl濃度の影響を
調べるため、Mg2+の濃度を 70Sリボソームが安定して存在する 10mMに固定し、















た。その結果、図 3Bに示すように、 bufferBでは小サブユニ ットのピークが完
全に消失し、新たに 70S リボソームのピークがあらわれ、それとは別に過剰旦
の 50S亜粒子のピークが見られたo KClを500mMにした bufferでは、図 5Aで
示したように解離したパターンが待られた。これらの結果から、 500mMの KCl
と10mMの MgC12を含む bufferで調製したプラスチドリボソームの亜粒子は、



















パク質であり、今同の解離 bufferCによ って大小どち らの亜粒子に属するタンパ
ク質かを決定することは出来なかった。大小両亜粒子に含まれるスポットの数
が合計 59個となり、高塩濃度処理後の 70Sリボソームに確認された 57個より




































イムギプラスチドリボソームタンパク質 L12(Schmidt et al.， 1993)と同じもので
あった(図 8A)。このタンパク質はバクテリアリボソームに含まれる般性タン
パク質の L12と相同なものである。BPRL22とBPRL28はそれぞれ、大腸菌リボ
ソームタンパク質 L31 (Brosius， 1978)とエンドウのプラスチドリボソームタン
パク質 PsCL25(Gantt， 1988)と相同なアミノ酸配列をもっていた(それぞれ図 8
B、C)0 BPRS23のN末端はホウレンソウの葉緑体リボソームタンパク質 SCS23
のN末端と相同なアミノ酸配列をもっていた(図 8D) 0 BPRA1はホウレンソ
ウ葉緑体リボソームタンパク質 S22と相同な N末端アミノ酸配列をもっていた

















出し、 RFHR法によって分離したo Ar凶doBlack 10Bによ って染色、脱色後、各
20 
スポットの濃さ (ID)を測定した後、スポットを切り出して、 J-Icの取り込みに
よる放射活性 (R) を測定した。ここで、 Rの値は、スポットに含まれていた全
















































ムしていた(図 5C、表 2)。同じ RFHR法によって、これまでホウレンソウ葉






















あることが示唆された。 しかし BPRL22とは対照的に、大腸菌 L31は塩基性タ






ものは見つからない (Wadaet al.， 1993) 0 L31の酸性化をもたらした構造変化や、
その酸性化の意味を知る手がかりを得る為にも、今後 BPRL22の全一次構造の
決定が必要である。
BPRS23と BPRL28の N 末端アミノ酸配列はそれぞれ、 SCS23、PsCL25
と相向性を示した。 SCS23はホウレンソウ葉緑体リボソームの構成タンパク府
中に RFHR法で発見した Wada等による報告と、それとは独立に別のグループが























，..-'" た。また、 BPRA1のN末端アミノ酸配列はホウレンソウ葉緑イ本の S22と相向性
を示した。ホウ レンソウ葉緑体 S22は、 大腸菌リボソームタンパク質のいずれ
とも相向性が検出されず、主述の SCS23、PsCL25と同様に、葉緑体特異的リボ



































ク質である S1 (分子量約 61ゆ )が、翻訳開始因子的に働き、リボソームに対し
て生理的に着脱していること (Boniet al.， 1991)、リボソームの精製中に失われ


































































































大腸菌 (Escherichiacoli)は、 AD202株[ムompηを用いt:.o細胞は 0.5%の
glucoseと20/0の polypeptoneを含む液体培地 MediumEで一晩 370Cで浸透培養し、






100 mlの培地から待た菌体をすべて用いた。植え継ぎ後 10時間、 1日(24時間)、
3日 (72B、?問)の細胞は、 50mlの培地から得た菌体を用いた。菌体のペ レット
を0.5mlのbuffer1 (6 mM 2-mercaptoethanol、100mM NH-lAc、15mM Mg(Ac))、












40，000 rpnl、1.5時間、 40Cで遠心したのち、逮心管の底から)1買に分断し、260nm 
の吸収を測定した。70S及び 100Sリボソームを合む阿分を別々に回収し、それ









尿素の濃度を 6Mから 8Mに上げ、0次元ゲルと i次元ゲルの濃度を 80/0から 7.20/0
に下げ、ゲルの厚みを 3mmから 2mmに変えた。CDとPRSの困分のタンパク
質の分離にも同じ万法を用いたが、さらに以下の点を変更した。1次元と 2次元









っとも、 RFHR法による 1次元日の泳動位置がF、G と近く、分子量当たりの平
均電荷量も近いと予想されるものであり、かつ以前リボソームとでユニットコ
ピー、つまり 1モルのリボソーム当たり約 lモルの分子が結合しているタンパ
ク質として報告されたものである (Talet al.， 1990)。まず、リボソームタンパ
ク質を二次元に展開したのち、染色されたスポットの濃さ (ID) を personal
densitometer PD110 (Molecular Dynamics社)で測定した。次に、電気的性質が同
じであれば染色され易さも同じであると考え、 S2、L9、F、Gについて、それぞ、







ボソーム画分を得た後、それぞれに濃縮高塩濃度 buffer(5M NH4Ac、15mM 
Mg(Ac)2、20mM Tris-HCl (pH7.4)) を加え、 NH4Acを終濃度 1Mとした。30分
40Cで撹持した後、これらを 15，000rpm、10分間遠心し、上清を得た。予め buffer
Iで調製した 40%ショ糖ク ッションの上に高塩濃度 buffer(1M NH4Ac、15mM 
Mg(Ac)2、20mM TrIs-HCl (pH7.4))で調製した 200/0ショ糖クッションを載せた段
30 
階的ショ糖密度勾配を用意し、そこに先の上清をのせ、 Beckn1an 90 Tiローター





成の新鮮な培地 200mlに移し、 370Cで 30分間振塗培養した。集菌、及びCE画
分の調製は基本的に上述の方法に従って行ったが、変更点として、作業はすべ
て 100μg/凶の ch1oramphenicol存在下で行い、グラスビーズとの撹持、遠心の操
作は、上述では 3回のところを 1回にした。得た CE画分は、 buffer1で調製し
た7-47%のショ糖密度勾配に上層し、 Beckman40S wTiローターで 40，000rpm、
2.5時間、 40Cで遠心したのち、 260nmの吸収を測定しながら分画した。70Sリ
ボソーム、ダイソーム、ポリソームを含む画分を別々に回収し、それぞれを buffer
Iで調製した 47%ショ糖ク ッションに上層した後、Beckman90 Tiローターで









め、大腸菌を対数増殖期、植え継ぎ 3時間、 5時間、 10時間、そして 1日から 8
日まで 24時間おき、合計 12の時点で集菌し、それぞれの菌体を不溶性問分(ω)、
















界面に位置することが報告された (1999)。しかし G については報告されてお
らず、またこれらがリボソーム上で、定常期に存在量を増すタンパク質であるこ
とは、これまで知られていなかった。そこで本研究ではこの 2つのタンパク質
をF、G と呼ぶことにし、これらの性質をより詳細に調べることとしたO 図 14
にこの二つの遺伝子産物の予想アミノ酸配列と、 F、GのN末端アミノ酸配列を
並べて示した。Fは分子量約 13.000のタンパク質と予想された。アミノ酸配列
の分析では、 N末端の Metが除かれThrから始まっていた。Gは分千量約 11，000
のタンパク質であった。Fはその C末端に酸性アミノ酸に富む 18アミノ酸残基












は、植え継ぎ後 3時間 (a)、10時間 (bとe)、i日 (cとf)、3口 (dとg)
の培養液から集菌したものを用いた。組え継ぎ後 3時間では、まだ細胞内に 100S
リボソームの形成は認められないため、その画分は得られなかった。この図か
ら判るように、 FとG との間に異なった性質が認められた。Fが主に 70Sリボ
ソームに結合して、定常期にそのスポットを大きくするのに対し、 G はほとん
ど 100Sリボソームのみに結合する状態で、定常期に蓄積していた。Gの 100S































































































































ない。定常期にさしかかったときの G の蓄積は、 Fの蓄積よりも遅い時期に始
まっており 、より増殖率の低い細胞内で存在していることになる 。このことか
ら、 Gの機能も、翻訳していないリボソームの安定化への関与が予想される。
以前の研究から、 100S形成を担う塩基性低分子タンパク質 R恥F がリボソ
ームに結合すると、リボソームの翻訳活性が翻訳開始の段階で失われることが










と、 σ54il1odu1ation protein fami1yに属するタンパク質として、様々なバクテリア
の遺伝子産物のなかに見つかった。これらは σ54構造遺伝子 (rpoN)の直下流
に位置して供転写される遺伝子である。この familyname は、この ORFを破壊し
た株の表現型を調べたところ、 σ54依存性のプロモーターからの発現のヒ昇が
観察された、とする 1989年の Klebsiellapneu;noniaeを用いた研究結果に由来す
る (Merrick加 dCoppard )。大腸菌の場合、 yhbHが Klebsiellapneumoniaeで破
壊された遺伝チと相同であり、またゲノム上の位置も保存され、大腸菌の rpoN





































常期由来のリボソームの方が、 精製した R~在F による 100S 形成の効率が高かっ
た、とする以前の Wada等の報告は、この仮説に矛盾しない (1995)。しかし、




ず、 Gの蓄積が殆どみられなかった(図 13A)。同じ 1日目の菌体内では、細胞
斤斤にある 100Sリボソーム中の Gのコピー数が 0.5を越えていた(図 16B)。
このことは、Gがこれまで知られているいかなるタンパク質よりも、細胞質 100S
リボソームに対する選択性が高いことを示している。CD画分に観られたリボソ
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TMNITSKQMEIT (← N-terminal amino acid sequence of protein F) 
111111111111 
YFIA l' MTMNITSKQMEITPAIRQHVADRLAKLEKWQTHLINPHI 1 LSKEPQGFVADAT 1 NTPNGV 
** ** * * * ** * * ** * YHBH 1" MQLNITGNNVEITEALREFVTAKFAKLEQYFDRINQVYVVLKVEKVTHTSDATLHVNGGE 
111111111111 
MQLN 1 TGNNVE 1 (← N-terminal amino acid sequence of protein G) 
YFIA 61' LVASGKHEDMYTAINELINKLERQLNKLQHKGEARRAATSVKDANFVEEVEEE 
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図15 F、G、S22、位、 L9、RMFの70S、100Sリボソーム上へ
の局在性。
培養開始後3時間 (a)、10時間 (b，e)、1日 (c，f)、3日 (d，g)の菌体
から70S、100Sリボソーム画分を調製し、含まれるタンパク質をRFHR法
で分析した。F、G、S22、S2、L9、RMFのスポットの位置を矢印で不
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LOl 10. 12 SOI 4.74 
1.02 11. 4 S02 6. 73 
L03 10.39 S03 10.73 
L04 10. 19 S04 10.45 
L05 9.9 S05 10.58 
LOG 10. 1 SOG 4.76 
L07 S07 10.8r! 
L08 S08 9.84 
L09 6. 18 S09 1 1.tl
LI0 9. 52 S10 10. 15 
Lll 10. 11 S 1 11. 82 
Ll2 4. 45 S12 11. 33 
L13 10.29 S13 1.26 
し14 10.9 S14 1. 66
Ll5 1.58 S15 10.83 
LlG 1 1. 71 Sl6 11. 01 
Ll7 11. 53 S17 10.05 
Ll8 10.85 S18 10.96 
L19 1.08 S19 11. 05 
L20 11. 96 S20 1.68 
L21 10.29 S21 11. 65 
L22 10. 71 S22 11. 55 




L27 1.09 r-. L28 11. 92 
L29 10.5 
L30 11. 17 
L31 9.71 




L36 11. 18 
表2 オオムギプラスチドリボソームタンパク質の平均電荷量と分ナ豆
NM在E q/Mr (x10~) Mr NAME q/Mr (x10~) Mr 
BPRL1 -0.9 38，800 BPRS1 -l.8 54，300 
BPRL2 -3.4 32，800 BPRS2 -6.1 53，300 
BPRL3 5.7 23，300 BPRS3 -6.5 42.200 
BPRL4 -2.4 24.500 BPRS4 -4.5 28.900 
BPRL5 1l.2 22，300 BPRS5 7.7 23，000 
BPRL6 -6.1 21，600 BPRS6 3.1 22，200 
BPRL7 -8.0 21，600 BPRS7 -5.0 20，700 
BPRL8 7.7 21，700 BPRS8 4.3 20，500 
BPRL9 -5.0 20，700 BPRS9 11.4 20，000 
BPRL10 -8.2 16，800 BPRS10 15.3 15，200 
BPRL11 7.3 20，300 BPRS 1 10.6 16，200 
(¥ BPRL12 l.1 20，000 BPRS12 14.3 14，800 
BPRL13 7.0 19，200 BPRS13 14.9 14，200 
BPRL14 8.2 19，200 BPRS14 9.7 13，500 
BPRL15 l.8 19，200 BPRS15 17.3 12，900 
BPRL16 3.3 18，900 BPRS16 10.6 11，900 
BPRL17 0.4 18，600 BPRS17 8.4 1，900 
BPRL18 5.7 17，600 BPRS18 2.6 10，500 
BPRL19 13.8 16，700 BPRS19 1l.2 10，300 
BPRL20 12.4 15，300 BPRS20 12.4 10，300 
BPRL21 6.5 15，100 BPRS21 15.4 11，300 
BPRL22 -12.2 6，400 BPRS22 11.4 7，500 
BPRL23 7.3 14，300 BPRS23 4.5 6，500 
BPRL24 9.7 13，500 
BPRL25 16.6 13，300 BPRA1 -6.1 22，800 
BPRL26 8.4 12，400 
BPRL27 12.2 12，200 
BPRL28 -6.8 3，200 
BPRL29 6.2 11.100 
BPRL30 10.7 7，900 
BPRL31 18.3 9，800 
BPRL32 20.5 8，100 
BPRL33 14.8 8，000 
BPRL34 19.3 7，500 
BPRL35 23.2 6，300 





NM伍 copy no NM伍 copy no 
BPRL1 0.84 BPRS1 0.16 
BPRL2 0.80 BPRS2 0.48 
BPRL3 1.03 BPRS3 1.05 
BPRL4 l.39 BPRS4 0.94 
BPRL5 1.43 BPRS5 0.61 
BPRL6 1.41 BPRS6 0.67 
BPRL7 1.19 BPRS7+L9 0.88a 
BPRL8 l.09 BPRS8 0.86 
BPRL9+S7 0.88a BPRS9 1.02 
BPRL10 N.D.b BPRS10 0.92 
BPRL11 1.22 BPRS11 0.73 
BPRL12 0.21 BPRS12 1.21 
BPRL13 l.20 BPRS13 1.14 
BPRL14 1.93 BPRS14 1.17 
BPRL15 0.23 BPRS15 l.01 
BPRL16 0.40 BPRS16 1.54 
BPRL17 0.41 BPRS17 1.38 
BPRL18 l.01 BPRS18 l.75 
BPRL19 0.39 BPRS19 l.19 
BPRL20 0.97 BPRS20 0.71 
BPRL21 1.35 BPRS21 1.10 
BPRL22 N.D.b BPRS22 1.39 
BPRL23 1.25 BPRS23 1.74 
BPRL24 1.17 
















b N ot determined. 
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